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論 文 内 容 要 旨
序論
近年、海産生物由来の生理活性物質の探索が活発化 し、強力かつ特異な活性 と新奇 な
構造を有する化合物が次々と発見されてい る(Fig。1)。これらの化合物は陸上植物起源 の
生理活性物質に比 して、10-2～103倍 もの低濃度 で作用 を発現するものが多 く、超活性
海洋天然物 と呼ばれるようになった。これ らの化合物 を培養可能な微細藻類から入手す
ることが出来れば、定量法の開発、作用の解明、研究試薬 として必要な生理活性物質の
安定 した供給が可能 となる。そ こで、多 くのポリエーテル化合物に特有な抗カビ活性 を
指標 として数種微細藻類 についてスク リーニングを行なったところ、渦鞭毛藻7種 中5種
に抗カビ活性 を検出 した。一方、シガテラ原因渦鞭毛藻G碑 漉r廊 α醜o加 ∬は天然では




1.抗 カ ビ活性ス ク リーニ ングで強 力 な抗 カビ活性 が検 出 された渦鞭毛藻 んηρん読 漉 〃2
乏1εδ∫∫`の抗 カビ成分amphidino1の 単離精製 を行 ない、その化学構 造 を解明 した。
2.渦 鞭毛藻Go〃2厨εr4'∫α∬∫oκ'CL∬の新 規培養株 の スク リーニ ングを行 ない、 シガ トキシ
ン関連化合物生産株 を確認 し、 また、その有毒成分 の化 学構造 を解明 した。
3.渦 鞭 毛藻Go〃 伽6読 ∫α∬'磁03∬(GII-1株)の 生産 す るマイ トトキシ ンの構造確 認 を行
な うため に、13C-Na2CO3添 加;培養 を行 ない、13C一強化 マイ トトキシンの効率的 な精 製法
を開発 し、得 られ た13C一強化 マ イ トトキシンの3次 元NMRを 測 定 して、その化 学構造 の
確 認 と立体化学 の決定 を行 な った。
第～章 渦鞭毛藻んη助 雌競 伽 々Zθδ∫∫∫の 生産す る抗 カ ビ成分amphidindの 構造決 定
海洋天然物中にはオカダ酸、ゴニオ ドミン、ガンビエル酸などの強力な抗カビ活性化
合物が数多 く存在 し、新奇生理活性物質のスクリーニング法 として抗カビ性試験は有効
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な手 段 であ る。渦 鞭毛藻A〃2ρ〃漉 伽 〃2た励 ∫'∫に も抗 カ ビ活 性 が検 出 された こ とか ら、
本 抗 カ ビ成分 の化学構造の解明 を試みた。
(1)渦 鞭 毛藻A加p痂4屠 κ〃淵8わ3∫'の培 養
渦鞭 毛藻ん塑海4傭 襯 娩 ∂読 は沖縄 県石垣 島で採 取 した。単 藻 に したA.肋 ∂∫〃を25℃
で3週 間培養 した。また、13CNMRの 感度 向上の ために、培 地 中に13C-NaHCO3を50mg!L
の濃度 になるように添加培養 した。定常期 の細 胞密度 はL5x104ceUs/mLで あった。
(2)Amphidino1の 単離精 製
藻体 抽出物 は溶媒 分画後 、黒 カビA∫pθr8'〃鰐 ηεgεrに対 す る抗 カビ活性 を指標 とて精製
を行 ない、40Lの 培養 によって3mgのamphidinolを 単離 した(Fig.2)。
(3)Amphidino1の 構造決定
Amphidinolは 非 結晶性 の 固体 として単離 され、UVma、(MeOH)226,259,270,282nm;
IR3400,1240,1220cm-1;HR-FABMS[M-Nar加/zl465.8120C73H125027SNa(calcd.
【M-Na】一i465.8129)で あ った。 その結果、分子 内 に共役 ジエ ン、共役 トリエン、水酸基、
硫 酸エ ステルの存在が示 唆 された。硫 酸 エステルは無機 イオ ン分析 に より確認 した。
Amphidinolの 構 造解析 は主 にNMRを 用 いて行 な った。1HNMRで はポ リオキシ化合物
に特 徴 的な3ppmか ら5ppm付 近に多数 のシ グナルが 幅広 く観測 され た(Fig.3)。
各 種2次 元NMRス ペ ク トルの解析 か ら、Cl-C6、C18-C69の フラグ メ ン トを得 るこ と
が出 来た。二重結合の幾何 異性 、6員 工一 テル環の構造 は、結合定数(16Hzお よび10Hz)と
NOE実 験 によ り決定 した。
C6-CI8の 繰 り返 し構造 はNMRだ けではシグ ナルの重恋 りが激 しく決定 が困難であ っ
たが 、FABMs/Msの 解 析 に より決定 した(Fig.4,5)。
(4)Amphidinolの 生物活性
Amphidinolは ペ ーパ ーデ ィス ク法 において は6μ9/diskの 濃度 で黒 カ ビA.ηご8εrに対 して
阻止 円 を形成 した。 この値 は抗真菌剤amphotericinBの3倍 の活性 を有 してい た。一方、
E5盈 副c伽co1∫ な どのバ クテ リアには10μ9!d童skで も阻止 円 を形成 しなかった。 また、
0.5%マ ウス血球浮遊液 を84ng/m1で 完:全溶血 し、標準 サ ポニ ンの約120倍 の値 を示 した。
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ヒメ ダカ に対 す る魚毒 性 は1ppmの 濃度 で致 死毒 性 を示 した 。マ ウ ス致 死毒 性 は200
μg!kgで活性 を示 さなかった。
第二章 渦鞭毛藻G伽 わ∫ε剛 ∫α∬∫ox∫α偲ランギ ロア株(RGI-1)の 生産す る生理活性物 質の
構造 決定
(1)渦 鞭毛藻(}α〃伽 εr4∫α∬∫oκ∫c粥のスク リーニ ング
渦鞭 毛藻Gα励 ∫ε纏 ∫α∬'oxゴα偲はシガテラ毒ciguatoxin(CTX)とmaitotoxin(MTX)を 生産
す る とされていた。 しか し、 これまで に培 養ではMTX生 産 のみが確 認 され、CTX関 連化
合物生産 の確認 はな されていなかった。 そ の原 因を株 に よる生産物 の違い と考 え、 これ
まで継代培養 して きたフ ランス領 ポ リネ シアガンビエ ル諸 島株(GH4)に 加 えて、新 たに
フランス領 ポ リネシアの ランギロア環礁(RGI-1)、 沖縄 県阿嘉 島(AKU)、 サ イパ ン島(SIO-
D株 を培 養 した。ス クリーニ ングには、 マウ ス致死毒性 と抗 カ ビ活性 を用 い た。 その結
果、 ランギ ロア株 は他 の3株 と異 な り、藻 体脂溶性画分 に も毒牲 が検 出 された。 その マ
ウス致死症状 はMTXの 症状 とは異 な り、下痢 、呼吸 困難、後 肢麻痺 、痙 攣 と多岐 に渡
り、CTXの 示す症状 と一致 した。 また、 ガンビエル株 には培 養 ろ液 に強い抗 カビ活性 が
検 出 されたが、 ランギ ロア株で は検 出 され なか った。
(2)Gα 励 ∫8纏3α醜oκ∫α∬ ランギ ロア株 の生産す る有毒成分の精 製
ラ ンギ ロア株脂 溶性画分 の有毒成分 がCTX関 連化合物 である ことの化学 的根拠 を得 る
ために、有毒成分 の精 製 を行 った。
脂溶性画分 を各種 カラム クロマ トグ ラ フィーに よ り精製 を行 ない 、IlOOLの 培 養か ら
gambierol、CTX3C、CTX4Aの3成 分 をそれぞ れ1.2mg、700μ9、400μ9単 離 した(Fig.6)。
(3)有 毒 成 分 の 構 造 決 定
[1]Gambierol
Gambierolは 非 結 晶 性 の 無 色 固 体 と し て 得 ら れ 、HR-FABMS【M+Na]+〃2/z779.4348
C43H餌011(calcd.[M+Na]+779.4346)、UVmax237nmで あ っ た 。
1HNMRか らgambierolの 基本骨格 はCTX関 連化合物 とは異 な り、分子 内 に、5つ の シ ン
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グ レッ トメチル、3つ の水 酸基、共役 ジエ ンを含む4つ の二重結合 を持つ ポ リエーテル化
合物 と推定 された(Fig.7)。2次 元NMRの 解析 に よりシング レッ トメチルの結 合 した4級 炭
素で分断 された5つ の フラグ メン トを得 るこ とが出来た。HMBCス ペ ク トル を測定 した結
果、シ ング レッ トメチルか らの2・3JCHの クロス ピー クが明瞭に観測 され、全炭素骨格 を
帰属 す ることが出来た。
エーテル環の構造 はNOE実 験 と角 間共有 プロ トンの結合 定数(9Hz)に よ り環 が トランス
に縮合 し、は しご状 に連 結 したポ リエーテル構 造 である こ とが証 明 され た。 また 、6位
水酸 基 と43位 メチ ル基 の立体 はNOE実 験 でH61Me39とH27/Me43のNOEが 観測 されたこ と
か らβ配位であ る と決定 した。二重結 合 は、結合定 数(nHz)よ り全 てZ配 置 と決 定 した。
以上 の解析 か らgambierolの 構造 を決定 した。gambierolは ポ リエーテル構造 とい うことで
はCTXと 共通 していたが、基本骨格 は全 く異 なる新奇化合 物であった(Fig.10a)。
[2]CTX3C
CTX3CはHR-FABMSに よ り[M+H]÷ 脚1zlO23.5660が 観 狽旺され、分 子式 はC57H82016
(calcd.[M+H]+1023.5680)と 推定 された。210nm以 上 にUV吸 収強大 を示 さなかーった。
CTX3CのIHNMRは 先 にG.∫oκ'α∬天然藻体 か ら単離構造 決定 されたCTX4Bと 非常 に
類似 していた(Fig.8)。cTx3cで はcTx4Bの 分 子末端共役 ジエ ンに相当 するシグナルが消
失 し、新 たに4.05と4.35ppmに オキシメチ レンに相当す るシグナルが観測 され た。 このこ
とか ら、CTX3CはCTXと 異 な り分子末端側鎖 が欠 落 した構造 と推定 した。 また 、2.31と
2.86ppmに ア リル メチ レ ンのシグナルが 観測 され、 これが17位 のプ ロ トンで あったこ と
か らCTX3CはE環 の7員 環が8員 環 に変換 して いる と推定 した。21位 以 降の 構造 は各種
NMRデ ータがCTX4Bと 完全 に一致 した ことか ら、F環 か らM環 までの構造 は立体 を含め
て同一 である と推 定 した(Fig.10b)。
[3]C'1'X4A
CTX4AはHRFABMS〃3/z[M+Na]÷1083.5640C60H84016(calcd,[M+Na]+1083.5660)を 与
え、 分子式 がCTX4Bの 値 と一致 した。
両 者の1HNMRを 比較す る とメチル基周辺 のシ グナル に変化 が見 られ た(Fig.8)。2次 元
NMRの 解析か らプロ トンのつ なが りと結合 定数 が一 致 した。 しか しなが ら、L環 、M環
周辺 の プロ トンの ケミカル シフ トに差 が認め られた。 この差 は52位 ス ピロ炭素 の立体 の
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反転 に より生 じた と推定 し、NOE実 験 を行 なった(Fig.9)。53位 メチ レンの αプロ トン を
照射 した時、48位 角間 メチ ンに顕著 なNOEが 観 測 された。 この結果、CTX4Aは53位 メチ
レンがL環 にアキ シァル に配向 した構造 をとった52(∫)cTx4Bで あ ると推 定 した(Fig.lo
c)。
(4)有 毒成 分の生物活性
各有毒成 分の腹 腔内投与 に よるマ ウス致死毒 性は、gambiero1が50μg/kg、CTX3Cが1.2
μg/kg、CTX4Aが2μg/kgで あ った。その症状 は下痢 、呼吸 困難 、後肢 麻痺、 痙攣 と共通
していた。
第 三 章 渦 鞭 毛 藻Gσ 〃め'εr4`∫α∬ ∫oκεc5∬ガ ン ビ エ ル 株(GII-1)の 生 産 す るmaitotoxinの3次
元NMRの 解 析
Maitotoxin(MTX,Fig.11)の 構造 の確定 お よび立体化 学の決定 を行 な うため に、3次 元
NMRを 適用 し、 この問題 の解決 を試み た。
(1)13C-Na2CO3添 加培養
σ.纏 α∬ガ ンビエル株 の生 産す るMTXの3次 元NMRを 測定す るため には113C側 の感
度 を上 げ る こ とが必 須で ある。 そ こで 、13C咽a2CO3添 加培 養 を行 なっ た。 培地 にG.
`oκ'α∬ を接種 して10日 後 に13C-Na2CO3を50mg/Lの 濃度で添 加た。添加培養 と未添加培
養 で定常期 にお ける細 胞密度 に差 はなかった。最 終的 に2800Lの13C-Na2CO3添 加培養 を
行 なった。
(2)M掘otoxinの 精製法 の改良
Maitotoxinの 効 率 的 糖 製 法 を 開 発 し・13C-e面chMTXを9mg得 た(Fig・12)。
(3)Maitotoxinの3次 元NMR
MTXの3次 元NMRはPFG-NOESYHMQC法 に よ'り測定 を行 った。
2DNOEsYと3DPFG-NOESYHMQCを 比較 した した場合、2Dス ペ ク トルでは、多 く
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のシグナルが重複 してい るため に解析 が非常 に困 難 であるが 、3Dス ペ ク トルで はNMR
を13C軸 に展 開す る ことに よ り結合 して い る炭 素 のケ ミカルシ フ ト周辺 の プレーン にの
みシグ ナル が観測 され るので重複 は解 消 され、NOEの 解析 が簡略 化 した(Fig.13)。3D
NOEsYHMQcに よ り相 関の観測 された部分 をFig.14に 示 す。以上の結果 か ら、MTxの
構造 と立体化学 を推定 した。
総括
1.渦 鞭毛藻A即 鰯fη'㎜ 勧々5〃 の生 産す る抗 カ ビ成分amphidindを 単 離 し、 その構 造
が炭素 数69の 主鎖 にメチル基3、 水 酸基21、 二重結合9、 硫 酸基 を有す るポ リエ ンポ リヒ
ドロキシ化合物で あるこ とを明 らかに した。
2.採 取地の異な るGα〃め蜘 伽c配∫∫磁c配∫のス ク リーニ ング を行ない、 ラ ンギロア株 のみ
が異 なる性質 を示す こ とを明 らかに した。 ラ ンギ ロ ア株 か ら3種 の有毒成分gamb孟ero1、
CTX3C、CTX4Aを 単離 し、それぞれの化 学構造 を解 明 した。 この結果、培 養藻体 による
CTX関 連化合物生 産 を初 めて確認 し、 シガテ ラ原 因生 物がG.'oκ'α∬ であ るこ とを最 終
的 に確 定 した。
3.Go〃 ψ∫εr4∫5c粥`oκ'c那∫ガ ン ビエ ル株 の生 産 す るmaitotoxinの13C濃 度 を高めて、3D
PFG-NOESYHMQCを 測 定 した。3DPFG-NOESYHMQcの 解析 か らmaitotoxinの 相対 立
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論 文 審 査 の 要 旨






ニングを実施 し,Amphidinlumklebsiiに 強い活性を検出し,そ の活性本体をamphidino1と 命名
して単離 ・構造決定を行った。その結果,arnphidinolは クロカビに対する生育阻害活性が抗真菌
剤amphotericinBの3倍,溶 血活性が植物サポニンの120倍 を示す強力な活性物質であることが『
判明した。本成分の分子量は1488も あり,分 子式C,3H、,5027SNaを 有する複雑な構造を有してい
たが,僅 か2㎎ の試料を用いて平面構造を決定した。
次にシガテラの毒化原因と推定されていた渦鞭毛藻Gambierdiscustoxicusの クローン株を作
成 して活性物質を検索 し,RGI-1株 からclguatoxinの 類縁体であるCTX3C及 びCTX4A,さ ら
に,新 規化合物gamblero1を 単離 ・構造決定し,本 生物がシガテラの真の原因生物であることを
証明 した。
最後に,G,toxicusの 生産するmaitotoxinの 構造確認に3次 元NMRの 手法を天然物 としては
初めて適用 し,分 子量が3422も ある巨大ポ リエーテル化合物のNMRシ グナルの帰属 および相対
立体配置の推定を行った。
ここに構造決定された化合物の分子量はいずれも1000を 越えてお り,特 にmaitotoxinは 蛋白や
多糖類を除けば最大の天然有機化合物である。構造決定に際しては培養によって13C核 の濃度を
高め,NMR解 析を容易にする手段が導入された。シグナルの重複に よる困難の解決には,最 新の
2次 元NMRの 手法のみならず,3次 元NMRの 適用を初めて実現した。また,NMRと 平行して
質量分析の最新手法であるFAB-MS/MSを 用いて成功を収めた。このように著者は天然物化
学として高度の成果を収め,更 に海産毒の起源と動態を化学的に証明した。よって本研究の成果
は博士(農 学)の 授与にふさわしいと判断された。
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